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ANALYSE DE LA h&YTIkRE ORGANIQUE 
DES MILIEUX  AQUATIQUES 
Prétraitement  des échandons 

La caractérisation physique et chimique de la matière organique aquatique 
intéresse un grand  nombre de disciplines  scientifiques. Dans les environne- 
ments aquatiques marins ou continentaux, la matière organique se présente 
sous la forme d'un continuum d'espèces de tailles et de masses moléculaires 
qui  donne àtoute séparation un caractère opératoire que l'analyse et son inter- 
prétation doivent prendre en considération,  qu'il s'agisse de ses composantes 
biogéniques (biogéomarqueurs) ou anthropogéniques (micropolluants orga- 
niques). La séparation dissoudparticulaire par filtration frontale à 0,45 Pm 
qui présente un grand nombre d'avantages pratiques achoppe dans de très 
nombreuses situations, en particulier, lors de  la présence  de  colloïdes.  Des 
solutions peuvent être apportées au problkme de  la séparation granulomé- 
trique des  phases par des filtrations tangentielles  séquentielles (microfdtration, 
ultrafiltration) qui sont à évaluer  selon  les  objectifs sur le terrain, ou  au labo- 
ratoire en termes de disponibilité de temps et  de matériel. La panoplie des 
méthodes d'analyse de la  matière organique peut se  diviser  en  deux  grands 
types : des méthodes dites (( globales )) car  elles concernent l'ensemble  des 
espèces mono- et polymériques contenues dans le carbone organique (COP 
ou COD) et des méthodes qualifiées de (( moléculaires )) qui permettent 
d'identifier des fractions constituées de molécules ou de familles de molécules. 
Ces dernières méthodes présentent toutes des contraintes strictes à respecter 
en  fonction des méthodes d'analyses  envisagées  car  elles supposent une succes- 
sion d'opérations de prétraitement des  prélèvements d'eau (filtration, extrac- 
tion, concentration, séparation) qui peut être réalisée sur le terrain ou dans un 
laboratoire proche. Il s'agit de la  séparation granulométrique par filtration 
frontale ou tangentielle et l'extraction liquide-liquide par un solvant  orga- 
nique ou l'extraction liquide-solide sur des supports tels que les  résines (XAD) 
que nous illustrerons respectivement  par  le protocole d'analyse  des  lipides et 
celui  des substances humiques. 
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1. Introduction 
L'analyse de la matière organique des  eaux  naturelles intéresse un grand 

nombre  de disciplines allant des  seiences de la vie a w  sciences de  la terre et de 
I'environnement sur de vastes  champs d'investigation à la fois fondamentaux 
comme le cycle du carbone (HOLMEN 1992) et appliqués et finalisés comme 
la qualité des  eaux par exemple (BRUCHET 1991). 

Dans les eaux naturdes, la rnatikre organique se prdsente  sous forme d'm 
continuum d'espkes  de tailles et de masses  moléculaires  (fig. 1) qui donne A 
toute skparation grandométrique un caractère opkatoire, qu'il s'agisse  d'analy- 
ser  les composantes  biogéniques  (lipides,  acides min&, sucres, etc.) (SALIOT et 
iaL 1988) ou d'identifier les micropolluants  organiques  dissous (TRONCZYNSKI et 
al 1987, HENNION et SCRIBE 1993) ou adsorbes sur les  particules. Par deurs ,  
les teneurs en matikre organique dissoute ou particulaire  peuvent varier de deux 
ordres de grandeur selon  les  types d'eaux  naturelles (THUM 1985). 

Figure 1 : Continuum de tailles et de masses moléculaires de la matikre organique 
dissoute et particulaire dans les eaux naturelles. 

AH : acide  humique ; AF : acide  fulvique ; AL : acides  hyldpophyliques ; Mb : hydro- 
carbures ; Ac : acides gras ; Aa : acides  amin& ; Hc : sucres. 
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La séparation des  phases dissoutes et particulaires  par filtration frontale à 
0,45pm  ou  0,7pm est  une simplification qui présente des  avantages pratiques 
évidents mais qui achoppe et pose  de nombreux problèmes interprétatifs en 
chimie et géochimie des eaux, en particulier lors de la  présence de collo&s 
minéraux ou organiques dans les échantillons à analyser. 

Nous ne  parlerons pas ici du prétraitement des échantillons dans le  cas des 
méthodes globales  (analyse élémentaire, isotopique, pyrolyse) pour nous 
limiter au prétraitement des échantillons des méthodes qualifiées de molécu- 
laires  car elles procèdent par une séquence de filtration, extraction, et après 
purification à l'identifkation de molécules  par chromatographie en phase 
gazeuse (CPG) ou liquide (CPL) couplée à des détecteurs variés  tels que l'io- 
nisation de flamme (FID) dont certains sont spécifiques (NPD, capture 
d'électrons, ...) ou encore  la spectrométrie de masse (SM). Ces opérations 
préalables, plutôt banales, demandent un très grand soin et sont cruciales pour 
le  succès de l'analyse. 

La  première  opération succédant au  prélèvement  est une séparation granulo- 
métrique qui peut être  une filtration frontale ou tangentielle qui permet en 
particulier  d'accéder  par  étapes successives au  domaine de l'ultrafiiltration 
(jusqu'à 1 O00 Daltons). La seconde opération de prétraitement de l'échan- 
d o n  est  une  extraction soit liquide-liquide  par les  solvants  organiques, soit 
liquide-solide  par  percolation sur une  colonne  de  résine que nous  illustrerons 
respectivement  avec les  exemples  des  lipides  et  des  acides  humiques et fùlviques. 

Le prétraitement de l'échantillon est toujours le  maillon  faible de l'analyse 
globale qui comprend le prélèvement de l'échantillon,  son prétraitement, l'ana- 
lyse chromatographique et le traitement des  données.  C'est de loin l'étape  la 
plus  longue,  puisqu'elle  représente en moyenne 60 % environ du temps total 
d'analyse.  C'est  également la première source d'erreurs et d'écarts des résultats 
entre laboratoires. De plus, la plupart des méthodes comportent de 
nombreuses étapes  longues et manuelles. Notre but n'est  pas de donner ici des 
modes opératoires  mais plutôt de discuter brièvement  les méthodes qui  nous 
paraissent les plus performantes pour préparer  des  échantillons de matière 
organique en vue de l'analyse  moléculaire ou spectroscopique. 

2. Composition et classification chimique de la matière organique 

2.1. Un continuum de tailles et de masses  moléculaires 
La  matière organique des eaux naturelles  est constituée d'un grand nombre 

d'espèces chimiques qui s'échelonnent en un continuum  de tailles de quelques 
angstroms à quelques millimètres et pour des  masses  moléculaires de 16 (le 
méthane) à plusieurs  milliers de daltons dans le  cas  des  biopolymères et des 



substances humiques (fig. 1). Aux composés  organiques d'origine biogénique, 
il faut ajouter les micropolluants, composés  organiques de synthèse ou 
composés xdnobiotiques (de  masse  moléculaire en général  inférieure 600) 
résultant de l'activiti humaine et des pollutions accidentelles ou diffuses dues 
aux  rejets urbains et industriels. 

La matière organique des  eaux naturelles revêt une multitude de formes 
physiques : cellules  vivantes,  sénescentes ou à divers  stades de leur lyse, micro- 
gouttes, films, pellicules  adsorbées sur des  particules  minérales,  mycelles, 
colloïdes,  solutés,..,.  Les  gdochimistes et chimistes  de l'environnement ont 
l'habitude de distinguer la matière organique dissoute (MOD) de la  matikre 
organique particulaire (MOP) et colloïdale (MOC). Ces définitions ont  un 
caractère purement expérimental. La MOD correspond à ce qu'on  isole dans 
la phase aqueuse  après filtration de l'eau brute sur une membrane ou un filtre 
de  nature et: de porosité variables  selon  les auteurs et les disciplines.  L'analyse 
moldculaire contraint d'utiliser  des filtres extractibles  par les solvants  orga- 
niques. Les filtres en fibre de verre de 0,7pm de porosité sont les plus couram- 
ment employés  (Figure 1). La fraction colloïdale  est constitde la plupart du 
temps par des mdlmges de colloydes minéraux (hydroxydes de fer par 
exemple) et organiques dont ces derniers représentent des proportions 
variables de la MOD. Souvent inférieurs à 20 % de la MOD dans les  eaux peu 
productives, les  colloïdes  organiques peuvent culminer au-dessus de 50 % 
dans les  eaux stagnantes des  marais. Les colloïdes  organiques dans les  eaux 
lacustres ont pour origine, soit des apports de matière organique dlochtone 
d'environnements acides  (marais, lagunes), soit le  résultat d'une  production 
autochtone (excrétat, exudat cellulaire). Ils sont en général constitués de  poly- 
mères insuffisamment chargés pour floculer ou former des  aggrkgats dans une 
eau de  trop  fiible conductivité électrique. Actuellement, on ne  possède  encore 
que très peu de donndes sur la fraction colloïdale  des  eaux  naturelles qui se 
trouve répartie entre la  phase  dissoute et particulaire  selon  la  porosité  des  filtres 
employés.  Elle peut etre néanmoins isolCe par ultracentrifugation ou ultrdd- 
tration à l'aide de menbranes permettant le fractionnement entre 1pm et 
Inm, limite au-delà de laquelle, on considère que les  espèces chimiques sont 
véritablement des  solutés. 

2.2. Classification chimique 
O n  peut regrouper  les d8érentes familles  chimiques qui composent la 

matière organique en huit dasses de proportions variables  (Figure 2) selon  les 
diverses contributions (autochtones ou allochtones)  et  la nature particulaire, 
dissoute ou colloïdale de la matière organique. 





Qu'il s'agisse  des  Ctudes  biogéochimiques  sur  l'origine et l'ivolution de la 
matière organique ou le mode de transport des micropolluants en milieu 
aquatique, il est souvent nkcessaire  d'opCrer  des fmctionnements dans le conti- 
nuum de tailles et  de masses  molCculaires des  espèces organiques associées ou 
R O ~  à la matikre minérale. Plusieurs  dispositifs permettent d'effectuer  des 
siparations grmulomCtriques contrhlées  selon  les types et les volumes d'eau9 
leur charge en suspensions (MES) et en colloïdes. On  distinguera les  fdtra- 
tions frontales, les filtrations tangentielles (fig. 3). 

Figure 3 : Types de Hmtisn. 
A : frontale ; B : tangentielle. 

'Il' V 

L 

Tout d'abord,  quelles sont les coupures pertinentes à opdrer dans des  eaux 
naturelles ? Il n'y a dvidemment pas de règles,  les fractionnements ddpendront 
des  objeccifs  poursuivis, et seront choisis en fonction du matériel à recueillir : 
planctonique  pour les  biologistes, minirales pour les  géologues ou les giochi- 
mistes. On  peut nCanmoins pour l'étude de la mati&re organique opirer les 
fractionnements suivants (IRACE et SCRIBE, risultats non publiés) : 

Par fdrration frontale sur grille d'inox ou  de polyamide 
e 200 ou 300 p : préfltration grossière du prklèvement qui comporte 

souvent dans les eaux de surfice des (( accidents )) non  représenta6 du 
milieu qui peuvent  fausser  l'analyse  (débris  de  bois, détritus, zooplancton). 

e 50 ou 63 pm : limites empiriques  des  sables  grossiers  des giologues et 
des sidimentologues. 
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Pour les  volumes d'eau peu chargée  inférieurs à 5 litres,  les  grilles de  40mm 
peuvent être placées à l'intérieur du joint silicone  (fig. 4). Pour les  volumes 
plus importants ou pour des  eaux  très  chargées, on utilise un support consti- 
tué  de deux disques  d'acier  inoxydable  de 140 mm de diamètre de  même  type 
que celui montré à la  figure 4 et simplement modifié pour recevoir une grille 
(et non plus un filtre dont le bord pincé  entre  les deux plateaux  d'entrée et de 
sortie  assure  l'étanchéité du systtme). 

Par  filtration  frontale sur filtre de fibre de verre (fig. 4)  
0 0,45 ou 0,7 pm : récupération  d'une  partie  des  argiles,  des  organismes 

phytoplanctoniques et de la biomasse  bactérienne qui lui est  associée. 
C'est  également  la  limite  empirique du compartiment  particulaire/dissous 
la plus  couramment  admise. 

Figure 4 : Porte-filtre en acier inoxydable (Mdipore) 

1- écrou  de  serrage  manuel. 2- raccord  pour  tuyau  souple. 3- joint  silicone. 4- collier 
de  serrage. 5- vanne  de  sécurité  et  de  purge. 6 et 12- plateau  d'entrée  et  de  sortie  en 
acier  inoxydable. 14 et 15- jeu de 3 pieds  avec  capuchon. 
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Par filtration tangentielle (fig. 5 )  
a 0,22 pm : coupure  ntcessaire pour approcher la limite suptrieure de la 

fraction colloïdale (dtfinie dans la littérature comme la fraction  comprise 
entre 0,1 prn et 1 nm (1. KD)). 

e < 0,1 p : cette  fraction est considérée  comme le (( dissous vrai v. Le seuil 
inférieur  des  colloïdes  correspond à 2 nm soit  environ PO O00 ddtons (10 KD). 

Qu'il s'agisse d'ultrafdtration (entre 0,Ol pn et 1 nm) ou de microfiltra- 
tion (0,05 pm et 5 Fm), la technique du flux continu tangentiel est  utilisée 
pour  limiter le  colmatage  en  surface des membranes. 

Fipure 5 : Sehima de l'appareil de filtration tangentielle (Sartorius) 
(Ultrasart-Mini) et types  de  membranes  utilisdes  en filtration et ultrafdtration 
1- Rétemrat, 2- perméar  ou ultrafiltrat, 3- bki support des rnernbnnes, 4- pompe d'dimeneation 

Porositi fum) 
0,45 

ULTRAFILTRATION 

MatiBre 

acétate de cellulose 
acétate de cellulose 

polyolefine 
polyoifine 

Seuil de coupure  (Daltons)  Matière 

500 000 Polysulione 
1 00 000 Polysulione 
26 O00 Polysulfondt~ac@tat@ dc eellulose 
10 O00 Polysulfoneltriacétate de cellulose 
5 000 Triacétate de cellulose 
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Les membranes d'ultrafilltration peuvent être  considérées comme une 
collection de pores  capillaires  compris entre 1 nm et 100 nm de rayon. 

Parmi  les grandes familles de membranes,  nous  pouvons distinguer : les 
membranes copolymères  asymétriques  formées  de  polyélectrolytes de charges 
opposées,  mais leur résistence  au pH  et à la température est limitée, les 
membranes minérales avec une bonne résistance  aux  variations de pH et de 
température pas  suffisamment  connues et difficiles àtrouver. Enfin, il  existe un 
troisième type de membranes  asymétriques àbase de polyamides, de polymères 
fluorés ou  de polysulfones qui sont mieux  adaptées à la  séparation de la MO. 

Plutôt que par un diamètre de pores, on caractérise une barrière d'ultrafii- 
tration par un seuil de coupure qui est la valeur nominale de la masse molé- 
culaire  au-delà de laquelle toute molécule  quelle que soit sa conformation 
stérique sera retenue. 

4. Extraction 
L'extraction de  la matière organique de la phase dissoute (filtrat ou ultra- 

filtrat) est une nécessité incontournable pour son transport et doit être effec- 
tuée dans les heures qui suivent le  prélèvement,  ce qui pose en général toute, 
une  série de problèmes au chimiste sur le terrain. Contrairement aux filtra- 
tions qui peuvent être rkalisées  relativement  aisément dans des conditions 
précaires  (abri, bateau, ...) l'extraction de la  matière organique requiert un 
matériel  (extracteurs,  colonnes...), des solvants ultrapurs et peut difficilement 
être  réalisée en dehors d'un laboratoire, même rudimentaire. Par  ailleurs, 
contrairement aux  échantillons  de particules déposées sur les filtres qui 
peuvent voyager  sans  problème à -20°C dans une glacière munie de bloc de 
congélation, le volume (20 litres ou plus) et le  poids  des échantillons d'eau 
filtrée, la vitesse de dégradation de la majeure partie des  composés organiques 
interdisent tout transport au-delà  de quelques heures. O n  aura donc  intérêt à 
extraire  le plus rapidement possible, soit par extraction liquide-liquide avec un 
solvant organique, soit par  extraction  liquide-solide que nous illustrerons par 
deux  exemples  respectivement,  les  lipides et les  substances humiques pour 
lesquels  ces méthodes ont fait leurs  preuves et sont particulièrement adaptées. 

4.1. Extraction liquide-liquide 
L'extraction liquide-liquide est  sans doute la méthode de préconcentration 

la  plus ancienne et la  plus  simple. En particulier, pour les  composés  orga; 
niques dissous dans les  eaux  naturelles, une large  gamme de solvants de pola- 
rité et de densité variables  est disponible dans le  commerce : hexane, éther de 
pétrole, toluène, chloroforme, dichlorométhane, octanol ... L'efficacité d'une 
extraction dépend  en premier  lieu de l'affinité du soluté pour le solvant et se 

4 143 4 



mesure géntrdement par la  valeur du coefficient de partage octmol-eau. La 
sélection d'un solvant pour l'extraction peut se fiire selon  la nature des 
composés  recherchds. O n  choisit, en g&néral un solvant plus ou moins polaire 
de densité infdrieure ou supkrieure à l'eau et on augmente le coefficient de 
partage soit en  ajustant le pH pour prévenir l'ionisation des  acides  ou  des 
bases dans le  cas de solutés ionisables, soit en additionnant un sel pour dimi- 
nuer la solubilité des  composes  organiques dans l'eau.  L'extraction par paires 
d'ions peut être aussi utiliste pour les composés  ionisables, en particulier  les 
acides hydrophylïques et plus  gdnéralement pour accroître la  sélectivitk qui 
reste  le point fiible de cette méthode. L'extraction peut être réalisCe de fapn 
discontinue, en  ampoule d dkcanter  jusqu9h l'obtention &un équilibre entre 
les deux phases non miscibles ou bien en continu sans nécessairement 
atteindre l'équilibre. 

1.1. Extraction discontinue 
Our  les extractions discontinues,  le  coefficient de partage doit être sufi- 

samment élevé car les  limites  pratiques de la mtthode sont rapidement F .  

atteintes, à savoir : volume d'eau à extraire,  volume de solvant à manipuler, 
nombre et durée des  extractions. Les extractions de petits volumes (< 5litres) 
sont en généra traitées en ampoule à dCcanter manuellement ou micanique- 
ment agitée. Pour les  volumes  supdrieurs  (5 à 20 litres), A l'échelle du labora- 
toire, on utilise  des enceintes géndralement de verre munies d'un robinet de 
soutirage  et &UR agitateur plus ou moins sophistiqut permettant une  disper- 
sion maximale du solvant organique  dans  la  phase  aqueuse. Dans de rares  cas, 
la sélectivité  est  suffisante ou  du moins compatible avec les exigences  de la 
chromatographie gazeuse (CPG) lorsqu'une ddtection spé 
pour effectuer l'injection après  séchage de l'extrait. Les  avan 
méthode sont bien s û r  la simplicité de l'appareillage,  sa rapidité de mise en 
ceuvre et son  faible coût. Néanmoins, la plupart du temps et quel que soit  le 
type de détecteur utilisé en CPG, il est ndcessaire de procéder à une  purifica- 
tion de l'dchantillon (clean-up)  par chromatographie liquide sur une mini- 
colonne de  silice ou de florisil.  Par  ailleurs, cette méthode présente  l'inconvé- 
nient de former des émulsions que  divers  moyens permettent de supprimer ou 
de limiter : filtration, centrifugation, ajout d'un sel ou d'une petite quantité de 
solvant. En outre, pour l'analyse  des  compos& ubiquistes à 1"tat de traces 
comme les acides  gras et les  hydrocarbures,  les  risques de contamination par  les 
solvants et la verrerie sont permanents.  L'kvaporation de grands  volumes de 
solvant d'extraction est  aussi  une  source de pollution supplémentaire. 
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4.1.2 Extraction continue 
L'extraction en continu est  utilisée pour  de larges  volumes d'eau (> 20 litres) 

et pour des  coefficients  de  partage  plus  faibles.  Il  existe  plusieurs  appareils 
décrits dans la littérature pour des  solvants  plus  lourds ou plus  légers que l'eau. 
Plusieurs appareils ont été  mis  au point  en particulier  au Canada, à l'Institut 
national de Recherche sur les  Eaux (INRE) avec  l'objectif  d'extraire  les micro- 
polluants organiques à l'état de traces  des  eaux  naturelles. 

Figure 6 : Schéma d'un extracteur  liquide-liquide  en continu (INRE-Canada). 
a- mdangeur ; b- ler dkcanteur ; c- Ze decanteur ; d-  colonne  remplie ; e- skparateur ; 
f- pompe Cchantillon ; h- pompe solvant ; pompe d'injection du standard ; (d'aprks GOULDEN 
et ANTHONY 1987 In : HENNION et SCRIBE 1992). 

L'appareil  canadien (fig. 6) est  constitué d'une chambre  de  mélange en pyrex 
(a) et de trois  unités de décantation successives, les deux  premières (b et c)  assu- 
rant un recyclage du solvant  et  la  troisième  &sant  office  de  séparateur  (e).  L'eau 
est introduite à la  base  de la chambre de mélange (0 après  une  régulation de 
température à 20-22 "C (g). Le solvant  est  admis à travers  une colonne  remplie 
(d)  réalisant  une ultime extraction  et de façon à compenser  les  pertes de solvant 
dues à sa  dissolution  dans  l'eau.  L'appareil peut extraire un litre  d'eau  par minute. 
Un système  d'injection continue d'un standard (j) permet le  calcul et le contrôle 
des  rendements  d'extraction. Cet appareil  est  prévu  pour  fonctionner  avec  des 
solvants  plus  lourds que l'eau. Ses rendements  varient d'un composé à l'autre 
mais sont généralement nettement inférieurs à ceux  obtenus en ampoule à décan- 
ter (souvent  de 20 à 50 % inférieurs)  mais cette perte  est  largement  compensée 
par la  capacité  de  cet  appareil à traiter de grands  volumes  d'eau (200 litres). 



4.1.3 Anabse des Lipides 
L'analyse des lipides  comprend donc deux étapes  de  préteaitement : la premikre 

est  une fdmtion (le plus c o u r m e n t  B 0,7pm  sur des filtres  de  fibre de verre) qui 
va permettre de séparer les lipides mociis aux particules  et  ceux  restant dans le 
filtrat (dont on peut considdrer  qu'une  partie  est  adsorbée sur des particules 
< 0,7pm, une p d e  associée aux colloïdes, et e h  une  partie  réellement  dissoute). 
La seconde  est  une  étape &extraction p a  un solvant  organique,  généralement 
chloré (chloroforme ou dichloromithme) qui conduit aprks concentration par 
évapomtion du solvant à un extrait facilement transpodle (à - 20 "C ndanmoins). 

L'CchantiUon est ainsi prêt pour l'analyse proprement dite, soit par une tech- 
nique qui préserve  les distributions  initiales des lipides  dans l'tchandon, c'est la 
technique  chromatographique du Iatroscan (PARRISH et 1988), soit  par  une 
méthode qui inclut une saponification pour accéder au31 constituants des  lipides : 
acides  et  alcools gras. 

La technique du Iatroscan  allie la chromatographie  en  couche mince SUT des 
baguettes  recouvertes  de  silice, rod )) couplée àla ddtection à ionisation de flamme ; 
elle permet  de siparer les lipides  neutres  (hydrocarbures, cira, esters  méthyliques et 
acides gras libres) et (triglycérides,  alcools,  stérols), les lipides plus  polaires élu&  avec 
un mélange  dther  éthylique/acétone,  (monoglycépides  et  phospholipides) (fig. 7). 

Figure 7 : Chromatsgramne obtenu par la technique Iatroscan 
D'un 6chaneillon  de  mucus (mer Arlriaeique  Nord),  en  utilisant uois systkmes de  solvant  d'dution er 
montrant  ladparauon  de  dairemes classes de lipides. HC : hydrocarbures ; SE : esters de st6mls ; EM : esrcrs 
m6thyliques ;AL ,  : acides gras libres ;TG : uiglyc6eîdcs ; ALC: : alcools ; ST : sr6rols ; DG : diglyc6eida ; PIG : 
pigments ; MG : monoglyc&ides ; PL : phospholipides.  (D'apeh I&p.NELLE 1994, In : S W O T  1994) 

m II 

Solvant hexane$ther6thyliqw R 
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La seconde méthode permettant d'analyser  les lipides procède par une 
saponification effectuée à chaud en présence d'une solution de potasse métha- 
nolique qui  permettra de couper les liaisons  esters et d'isoler deux fractions, 
l'une saponifiable, l'autre  insaponifiable  (fig. 8). 

Figure 8 : Schéma du traitement  des  lipides en vue de l'analyse  de  leurs constituants 

EXTRAIT  LIPIDIQUE 
I 

SAPONIFICATION 
I 

>ne-éth\  EXTRACTION 

SAPONIFIABLE  INSAPONIFIABLE 

PH2 1 
EXTRACTION  CHROMATOGRAPHIE 
(hexane-éther) sur  colonne 

l I 
1 

(Si02) 

METHYLATION 

(BF3) CHROMATOGRAPHIE 
COUCHE  MINCE 

CHROMATOGRAPHIE 
sur colonne 

(Si024 

HYDROCARBURES 

ESTERS ALCOOLS STEROLS/ 

\\ // 
CPG-FID  et  CPG-SM 

La. partie insapodable est  extraite  en  présence  d'eau  par un solvant  tel  que 
l'hexane ou l'éther ; l'acidification  de la solution  aqueuse  libère les  acides qui 
seront à leur tour extraits  et  devront  être  méthylés  au  trifluorure de bore (BF3) 
avant  d'être  analysés en chromatographie gazeuse (fig. 8). Quant à la partie insa- 
ponifiable,  elle donnera accès  aux  alcools,  aux  stérols et  aux  hydrocarbures  après 



un traitement soit par  chromatographie  sur silice en  couche  mince ou sur colonne. 
Toutes  les  fractions  ainsi  préparées  peuvent  être analysées en clxomatographie en 
phase  gazeuse (CPG) couplde à une  détection  ionisation  de flamme (FID). Un 
clxomatogramme (CPG) d'esters  méthyliques  d'acides gras est  présent6 àla figure 
9. Il permet de quantifier 36 acides gras identifib par  leur  temps de rétention et 
dans  certains cas  avec  l'aide de la spectrométrie  de  masse (SM). 

Figure 9 : Chromatogrmme (@PG/FID) des esters rnkthgrliques des acides gras 
(d'aprks SCRIBE etaL 1988) 

Appareil Girdel32, colonne de  silice  (50  m x 0,251  mm d.i.), Cl? Si188 (Chrompack) 
programmation de température  (2 "@/mn de 100 "C 195 "C). 
Les acides gras satur& sont noth N : M (IV = nombre d'atomes  de abone  et M = nombre de 
doubles liaisons ; les acides $ras imam& sont notés 2 ou EL-N : M (L = position  de lap&&- 
re double liaison selon la nomenclature  de I'I"AC ; br = ramifié ; cy = cyclique. (1) iso 13 : 
O, (2) 13 : O, (3) iso 14 : O, (4) 14 : 0,  (5)  26-14 : 1, (6) br-15 : O, (7) iso 15 : 0, (8) ante 15 : 
O, (9) br6-15 : 1, (10)  15 : O, (11) Z6-15 : 1, (12) iso 16 : O, (13)  16 : O, (14) Z6-16 : 1, (15) 
29-16 : 1,  (16)  211-16 : 1,  (17) iso 17 : O, (18) ante 17 : O, (19) 17 : O, (20) 26-17 : 1, (21) 
29-17 : 1,  (22)  211-117 : 1, (23) cy 17 : O, (24)  18 : O, (25) 29-18 : 1,  (26)  211-18 : 1, (27) 
Z9  Z6-18 : 2,  (28) 212 29- 18 : 2,  (29)  19 : O, (30) ~y 19 : O, (31) Z15 212 29-18 : 3, (32) 
20 : O, (33) 231-20 : 1,  (34)  21 : O, (35)  22 : O, (36)  23 : O standard interne, (37)  24 : O. 

4.2. Extraction liquide-solide 
L'extraction liquide-solide  est  bien  adaptée B l'extraction des substances 

humiques par simple percolation de I'échantillon d'eau acidifiée à pH2 sur 
une colonne de rksine XAD. Le choix  de  l'adsorbant et le volume que I'on 
peut percoler et les rendements attendus sont lies à la connaissance du princi- 
pe de cette méthode. 
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4.2.1 Principe  de ka méthode 
Les échantillons sont percolés à travers un adsorbant contenu dans une 

cartouche soit en verre ou en plastique, soit encore dans une colonne métal- 
lique. L'adsorbant retient la  matière organique alors que l'eau passe au  travers. 
Les composés sont élués ensuite par un solvant organique ou une solution 
acide ou basique selon la nature du support solide et des  composés  recherchés 
(neutres ou ionisés).  L'extraction  liquide-solide  est en première approximation 
un simple processus chromatographique caractérisé par une rétention maxi- 
male des  solutés lors de leur adsorption (l'eau de l'échantillon est  alors la phase 
mobile) et une rétention minimale lors de leur désorption. La fin de  fEation 
des  composés sur l'adsorbant peut être due à une rétention insuffisante  des 
composés  dans  l'eau ou à un dépassement de la capacité de l'adsorbant. 

4.2.2 &traction des substances  humiques 
Cette méthode est couramment utilisée pour l'isolement  des  substances 

humiques dissoutes.  L'eau acidifiée à pH2 est  percolée à travers une résine 
XAD-2, qui sont des  polymères de méthylmétacrylate non ioniques qui adsor- 
bent la matière organique en créant des liaisons hydrophobes. La matière 
organique adsorbée  est  alors  éluée  par une solution aqueuse  basique (0,2N, 
NaOH), ce qui permet d'isoler  une fraction acide hydrophobe (humique et 
fulvique).  Une élution au méthanol conduit à l'isolement d'une fraction 
neutre hydrophobe (HUBBERTEN et  a l  1994  et références  citées). De 
nombreuses variantes de ce  protocole existent (LEENHEER 1981 ; STUERMER 
and HARVEY 1977, MALCOLM 1990) dont  un protocole d'extraction standard 
en 20 étapes utilisant la  résine XAD-8 à l'instigation de l'International Humic 
Substances  Society (IHSS). Ce protocole qui permet d'isoler  l'acide humique, 
insoluble dans l'eau à pH acide et l'acide fulvique qui reste en solution n'est 

-d'ailleurs pas à considérer comme la meilleure méthode mais plutôt comme 
une  méthode de référence. 

D'autres  exemples  d'extraction  liquide-solide de composés  organiques  des 
eaux  naturelles ont été  publiés. Citons l'extraction  des  hydrocarbures  alipha- 
tiques et aromatiques, les PCBs et les  acides  gras sur des  colonnes de résine 
XAD-2 et des  mousses  de  polyuréthanne  (GOMEZ-BELINCHON et al 1988) et 
l'extraordinaire  développement des méthodes de préconcentration  des  micro- 
polluants  organiques sur cartouches  de  silice  greffées, de copolymères de 
styrène-divinylbenzène  (PRP-1, PLWS ...) ou  de carbone  graphitisé (HENNION 
et SCRIBE 1993 et références  citées). 



5. Conclusion 
L'analyse de la matière organique et de ses constituants moléculaires  néces- 

site rapidement après  le prilèvement, un prétraitement de l'échantillon qui 
comporte  une séparation granulométrique et une extraction. 

La séparation dissous/particulaire par une filtration frontale à 0,7hm est 
parfois  remise en cause au profit de la filtration tangentielle permettant d'opé- 
rer  des microfiltrations et des  ultraiYtrations. On isole  ainsi  des fractions enri- 
chies en colloïdes  et de matière organique complexe. 

L'extraction liquideliquide à l'aide d'un solvant  organique  (chloroforme ou 
dichlorométhane) est la méthode encore  la  plus utilisée pour les constituants 
neutres  et  peu  polaires (type lipides).  Aucun  des inconvhients soulignés n'est insur- 
montable, mais  leur accumulation  pour les grands  volumes  d'eau en font une 
méthode très laborieuse. 

L'extraction liquide-solide est particulièrement bien  adaptée à l'extraction 
des substances humiques et des  composés  neutres. Ces méthodes devraient 
accroître la vitesse et l'efficacité de la préparation des échantillons grâce au 
développement d'appareillages  automatises. 
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